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Claims 

1. An insulin derivative, which is characterized by the fact that the a-amino group of the 
B chain of the insulin is bonded to monoalkyl polyethylene glycol via an intermediate member. 

2. An insulin derivative of formula I 



0 




A-Kett« 
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■ B : 



K- CO-CH 2 -CH 2 l a -X-CO 



B-Kette 



Key: 



1 

2 



A chain 
B chain 



in which R means alkyl with 1-4 carbon atoms and X is 




Key: 1 or 

where n is 2-8 and m is 10 to about 120. 

3. A method for producing an insulin derivative, which is characterized by the fact that an 
insulin provided with protecting groups in positions N^ 1 and N 8829 is reacted with an alkyl 
polyethylene glycol derivative and then the protecting groups are removed. 

4. A method for producing an insulin derivative of formula I, which is characterized by 
the fact that N** 1 , N eB29 -bis-tert-butyloxycarbonyl insulin or N^ 1 , N eB29 -bis- 
methylsulfonylethyloxycarbonyl insulin is reacted with an alkyl polyethylene glycol derivative 
of general formula II or III, respectively, 



in which R, X, m and n have the meanings given above and Y means chlorine, an active 
ester group or an azide, and the tert-butyloxycarbonyl or methylsulfonylethyloxycarbonyl groups 
are removed by treatment with acid or alkali, respectively. 
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H«* iO-CT 2 -CH 2 ) tt -0-CO-KH-(CH 2 ) |1 -NCO 
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5. Agents containing an insulin derivative as in Claim 1 in an aqueous dispersion. 

6. A method for treating diabetes mellitus, which is characterized by parenteral 
administration of an agent as in Claim 5. 

Polyethylene glycol (PEG) is often covalently bonded to proteins in order to increase 
their hydrophilicity and reduce antigenicity. 

For instance, the reaction of 2-chloro-4-hydroxy-6-PEG with a pollen allergen is 
described in Arch. Biochem. Biophys, 

The reaction of this compound with a number of enzymes and with insulin is reported in 
the Dutch Patent Application 7409770. The resulting conjugates still has 50% insulin activity, 
with respect to the amount of underlying insulin. 

If one follows Example 10 of the Dutch patent application a uniform product is not 
obtained. A part of the insulin is converted at all three amino groups, while a part is converted 
only at two or one amino group. A similar result is obtained if an activated succinic acid mono- 
PEG ester, which is likewise proposed in said application, is reacted with insulin. 

Information about the structure of the resulting compounds is obtained by an Edman 
degradation. If the amino acid composition of the reaction product (3 phenylalanine residues) is 
tested before and after the Edman degradation, one finds that the phenylalanine content has 
decreased from 3.0 to about 2.5. On the other hand, the content of trisubstituted insulin, 
determined by acid electrophoresis, is about 50%. This means that the amino group of the Bl 
phenylalanine has to be free in mono- and disubstituted insulins. Thus, besides the trisubstituted 
insulin there result derivatives in which the amino groups in Al and B29 in these two positions 
are simultaneously substituted. An insulin substituted only in Bl is not present. This finding 
tallies with the reactivity of insulin known from Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 352 (1971), p. 
1487, according to which in an alkaline solution the amino groups in Al and B29 preferably 
react, while the amino group in Bl is present in substituted form only in the tri-substituted 
derivatives. 

It was now surprisingly found that a 100% effective PEG-substituted insulin is obtained 
if a PEG derivative is selectively reacted with the amino group of Bl phenylalanine. This result 
is surprising since, for example, Bl stearoylinsulin ineffective in vivo (decrease of blood sugar in 
rabbits). 

Thus, the object of the invention consists of insulin derivatives that are characterized by 
the fact that in them the a-amino group of the B chain of the insulin is bonded to a monoalkyl 
polyethylene glycol via an intermediate member. 

Especially preferred are derivatives of the general formula I 
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B-Kette 
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Key: 1 A chain 
2 B chain 



in which R means alkyl with 1-4 C atoms and X means 



~ O — CO T" < CH 2l n " 0401 

- o - co - m> cch 2 i 0 - «B 



Key: 1 or 



where n is 2-8 and m 10 to about 120. 

An object of the invention is also a method for producing insulin derivatives that is 
characterized by the fact that an insulin provided with protecting groups in positions N** 1 and 
N^ 29 is reacted with an alkyl polyethylene glycol derivative and then the protecting groupa are 
removed. 

Thus, to produce insulin derivatives of general formula I , N -bis-tert- 
butyloxycarbonyl insulin or N^ 1 , N cB29 -bis-methylsulfonylethyloxycarbonyl insulin is reacted 
with an alkyl polyethylene glycol derivative of general formula II or III 

R-fO-K^^-CB^^ - x-co-y II 
RMO-CH 2 -CB 2 > ffi -O-CCKNH-(CH 2 ) n -«C0 1X1 

in which R, X, m and n have the meanings given above and Y is chlorine, an active ester 
group or azide, and the tert-butyloxycarbonyl or methylsulfonylethyloxycarbonyl groups are 
eliminated by treatment with acid or alkali, respectively. 

Basically, monoalkyl-PEG can be bonded to the a-amino group of the B chain by using 
as intermediate member any desired low molecular residue that covalently bonds the free OH 



group of the polyethylene glycol to the amino group. The character of the intermediate member 
has little effect on the properties of the insulin derivatives in accordance with the invention. 
Thus, besides the intermediate members noted above, intermediate members like 



a 

n ■ 

Key: 1 or 

can also be introduced for -X- using the generally known methods of organic chemistry, 
particularly peptide chemistry. In these formulas z means 1 or 2. 

Instead of the ester bond, an amide bond to R-(0-CH2-CH 2 ) m - can be produced by 
proceeding from the corresponding R-(0-CH 2 -CH 2 ) m -NH 2 in accordance with the Dutch Patent 
Application 7409770. Intermediate members of the structure 

* .v P 

can also be obtained with mercapto compounds via a corresponding halogen compound. 
In this formula p is a whole number between 1 and 8 and R* means hydrogen or alkyl with 
1-4 carbon atoms. If p= 1,R ! can also be the side chain of a naturally occurring a-amino acid in 
L, D or DL form or can mean acylamino. 

Heterocyclic systems like the well-known 4-hydroxy-l,3,5-triazine, can also serve as 
intermediate members, wherein in said compound the crosslinking sites are in position 2 and 6. 

An alkyl polyethylene glycol derivative of formula III can be obtained by the reaction of 
R-(0-CH 2 -CH 2 )m-OH with hexamethylene diisocyanate. R-(0-CH 2 -CH 2 ) m -0-CO-CH2-CH 2 -CO- 
ONSu (ONSu is N-hydroxysuccinimidyl) is prepared from R-(0-CH 2 -CH 2 ) m -OH with succinic 
anhydride and subsequent conversion with dicyclohexylcarbodiimide (DCC) and N- 
hydroxysuccinimide (HONSu). R-(0-CH 2 -CH 2 ) m -0-CH 2 -CO-N 3 is obtained from R-(0-CH 2 - 
CH 2 ) m -OH and methyl chloroacetate, and reacting the reaction product with hydrazine and 
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converting the hydrazide to the azide. R-(0-CH 2 -CH 2 ) m -0-CO-Cl is obtained from R-(0-CH 2 - 
CH2) m -OH with excess phosgene. 

Insulin derivatives partially protected with tert-butyloxycarbonyl (Boc) or 
methylsulfonylethyloxycarbonyl (Msc) are known from Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chem. 352 
(1971), p. 1487 and Chem. Ber. 108 (1975), p. 2758. 

The reaction of the alkyl polyethylene glycol derivatives of general formulas II and HI 
with the partially protected insulin derivatives can take place in solvents like dimethylformamide 
or dimethyl sulfoxide. Pyridine is also suitable. 

The addition of a tertiary base like triethylamine or N-methylmorpholine is 
recommended. 

The reaction is allowed to take place preferably at room temperature, but slight heating to 
a temperature under the denaturing temperature of the peptide may be necessary. 

The reaction is continued until complete acylation has occurred. This can be established, 
for example, by means of paper electrophoretic testing in accordance with Hoppe-Seyler's Z. 
physiol. Chem. 352 (1971), p. 1487. 

The methods that are known in peptide chemistry serve to eliminate the protecting 

groups. 

Thus, to eliminate Boc groups the insulin derivative can be dissolved in a suitable agent 
such as trifluoroacetic acid and after about 45 min the insulin derivative is precipitated, for 
example with ether. 

The Msc group can be eliminated, according to Chem. Ber. 108 (1975), p. 2758, by 
storing the compound in an alkaline dimethylformamide-methanol-water solution for a shoft 
time. The compound can then be isolated by acidification, for example with acetic acid, and 
precipitation, for example with ether or acetic acid. 

Filtration via a column, for example Sephadex® G15 or Biogel P2, can be connected next 
for desalting. Sephadex is a crosslinked dextran gel, while Biogel is a crosslinked 
polyacrylamide. 

Chromatographic purification of the compounds can be carried out in the still protected 
form by partition chromatography by analogy with Hoppe-Seyler's Z. physiol. Chemie 354 
(1973), p. 1285. 

The purification of the compounds can also take place by elimination of the protecting 
groups by chromatography, for example on Sephadex® G-50 or Biogel P6, with simultaneous 
desalting. 

The new insulin derivatives serve as drugs for treatment of diabetes mellitus. 
Accordingly, an object of the invention is also an agent that contains one of said insulin 
derivatives in an aqueous dispersion and the use of this agent to treat diabetes mellitus. 
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A particular advantage of the insulin derivatives in accordance with the invention lies in 
the fact that their effect on fat cells is highly reduced. For example, Bl-methyl-PEG (1500)- 
succinoyl insulin shows over 100% insulin activity in blood sugar reduction in rabbits, compared 
on a molar basis, while only 65% was found in the fat cell test. The enhanced and prolonged 
insulin activity of the compounds in accordance with the invention over natural insulin becomes 
particularly clear in tests on the adrenalectomized strepto rat. 

With the new insulin derivatives the physician for the first time has available compounds 
that develop the known anabolic insulin activity preferably on muscle tissue and less on fat 
tissue. With that a long sought division of activity has been achieved. 

Moreover, the insulin derivatives in accordance with the invention have highly reduced 
antigenicity. 

The following examples illustrate the preparation of the new compounds. Insulins from 
various species such as cow, pig or humans can be used as starting material. 

Example 1 

B l-Methyl-PEG(1500)-carbonylaminohexamethylenaminocarbonyl insulin (cow) 

a) Monoisocyanate from methyl polyethylene glycol (1500) and hexamethylene 
diisocyanate 

15 g monomethyl polyethylene glycol (MW 1500) is dissolved in 200 mL benzene under 
heat. The solution is mixed with 1 mL dibutyltin laurate and 8.6 mL hexamethylene diisocyanate 
and heated under reflux for 4 h. After cooling, the product is precipitated by adding petroleum, 
the supernatant is decanted, the solid is dissolved in toluene, and the solution is again mixed with 
petroleum ether. The precipitation is repeated two more times, the product is vacuum filtered and 
vacuum dried. Yield: 14.6 g; characterization by IR spectrum (1705 cm" 1 amide; 2260 cm" 1 
isocyanate). 

b) 200 mg N** 1 , N eB29 -bis-Boc insulin from cow prepared in accordance with German 
Patent No. 2 162 164 is mixed with 400 mg of the compound prepared in (a) for 18 h at room 
temperature in 3 mL dimethylformamide that contains 0.2 mL N-ethylmorpholine. The 
precipitate is precipitated with ether and washed with ether and ethyl acetate. The yield after 
vacuum drying is 278 mg. Since the product is sufficiently uniform according to electrophoresis, 
chromatographic purification can be skipped. 

To remove the protecting groups, the product is dissolved in 2 mL trifluoroacetic acid 
and 243 mg reaction product is precipitated with ether after standing for 45 min at room 
temperature. After dissolving the precipitate in 2 mL 0.1M ammonium acetate/0. IN acetic acid 
the solution is chromatographed through a Sephadex® G-50 superfine column 1 x 50 cm with 
0.1M ammonium acetate/0. IN acetic acid. Yield: 218 mg. 
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The compound is uniform in paper electrophoresis at pH 2 and as expected behaves like a 
monoacylated insulin. 

Example 2 

Bl-Methyl-PEG (500) succinoyl insulin (pig) 

a) Succinic acid monomethyl polyethylene glycol ester (500) 

15 g Monomethyl polyethylene glycol (500) is dissolved in 40 mL methylene chloride, 
5 g succinic anhydride is added, and the mixture is stirred overnight at room temperature. Then 
the reaction mixture is boiled at reflux for 1 more h. After cooling the solvent is removed in a 
vacuum and the residue is dissolved in 5 g portions in methanol and chromatographed via 
Sephadex LH 20 in methanol. The substance is tested for purity in a thin layer chromatography 
system methylene chloride/diethylene glycol monomethyl ether/pyridine (85:15:2 v/v). IR 
spectrum: 1740 cm" 1 . 

b) Succinic acid monomethyl polyethylene glycol ester (500) mono-N-hydroxysuccinimide ester 

1.8 g (3 mmol) succinic acid monomethyl polyethylene glycol ester (500) is dissolved in 
20 mL tetrahydrofuran and 345 mg (3 mmol) N-hydroxysuccinimide and 620 mg DCC are added 
to the solution. The mixture is stirred for 24 h at room temperature and then separated from the 
precipitate that is formed. Then the solvent is removed in a vacuum and the remaining oil is 
covered with ether and cooled to -20°C for crystallization. The supernatant is decanted and the 
crystalline residue is heated to room temperature, whereupon the crystals again liquefy. This 
crystallization is repeated. The substance can be stored under dry ether. Yield: 1.6 g. * 
Characterization by IR spectrum (1820, 1890, 1740 cm" 1 ). 

c) Bl-Methyl-PEG (500) succinoyl insulin (pig) 

3.0 g N^ 1 , N eB29 -bis-Msc insulin from pig, prepared according to Chem. Ber. 108 (1975), 
p. 2758, is dissolved in 40 mL dimethylformamide and 0.09 mL N-ethyl morpholine. 1.0 g 
methyl-PEG (500)-succinoyl-ONSu is added and stirred overnight at room temperature. For 
further processing this is mixed with 0.1 mL acetic acid, the reaction product is precipitated with 
ether and washed with methyl chloride and ether. Yield: 4.0 g. 

Purification takes place by partition chromatography by analogy with Hoppe Seyler's Z. 
physiol. Chem. 354 (1973), p. 1285, in a 200 x 6 cm column. The insulin concentration in the 
eluate is determined by measuring the UV extinction at 254 nm. The fractions of the main peak, 
which are chromatographically uniform (Thin layer chromatography on silica gel. Eluent 
chloroform/methanol/water/glacial acetic acid (60:45:14:3)) are combined. Yield: 2.1 g. 
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To remove the Msc protecting groups, the substance from which the solvent has been 
removed is dissolved in 10 mL dimethylformamide and at 0°C mixed with 10 mL methanol and 
20 mL IN NaOH while stirring. After 45 sec 20 mL IN acetic acid and 2.0 g insulin derivative 
are precipitated with acetic acid/ether (1:1) and desalted by gel filtration by analogy with 
Example 2. Yield: 1.85 g. M 

Example 3 

Bl-Methyl-PEG(1500)-succinoyl insulin (pig) 

3.5 N** 1 , N eB29 -bis-Boc insulin (pig) is stirred overnight at room temperature in a solution 
of 40 mL dimethylformamide and 0.09 mL N-ethyl morpholine with 8.0 g methyl-PEG(1500) 
succinoyl-ONSu prepared by analogy with Example 2. 

For further processing it is mixed with 0.1 mL acetic acid, the reaction product is 
precipitated with ethyl and washed with methylene chloride and ether. Yield: 4.5 g. Purification 
by partition chromatography is carried out by analogy with Example 2. Yield: 2.8 g. 

The protecting groups are removed as in Example 1 and the product is desalted as in 
Example 2. Yield: 2.5 g. The purity of the compound corresponds in polyacrylamide gel 
electrophoresis to that of chromatographically purified insulin. 
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HOE 79/F 208 

Patentansprtiche : 



t 1 . \nsulinderivat, dadurch gekennzeichnet , daB die at -Amino- 
\^ gruppe der B-Kette des Insulins tiber ein Zwischenglied 
mit Monoalkylpolyethylenglykol verkntipft ist. 

2. Insulinderivat der Formel I 

A-Kette .._ 



S S 
I I 

10 s s 



R-(0-CH o -CH^) -X-CO 1 B-Kette 

2 2m 



in der R Alkyl mit 1 bis 4 Kohlehstof f atomen und X 

- 0 - 

- 0 - CH 2 - 

- 0 - CO - (CH 2 ) n - Oder 

- 0 - CO - NH - (CH 0 ) - NH - 

2 n 

bedeutet, wobei n 2 bis 8 und m 10 bis etwa 120 ist. 



3. Verfahren zur Herstellung eines In sulinderi vats, dadurch 

cLA1 

gekennzeichnet, daB man ein in den Positionen N und 
25 N ^ B29 mit Schutzgruppen versehenes Insulin mit einem 

Alkylpolyethylenglykbl-Derivat umsetzt und danach die 
Schutzgruppen abspaltet. 

4. Verfahren zur Herstellung eines Insulinderivats der^. B2 g 
30 Formel I, dadurch gekennzeichnet, daB man , N 

Bis-tert.butyloxycarbonyl-Insulin oder N ctA1 , N * B29 - 
Bis-methylsulfonylethyloxycarbonyl-insulinmit einem Alky- 

polyethylenglykol-Derivat der allgemeinen Formel II bzw. 

Ill umsetzt 

35 R-(0-CH n -CH o ) - X-CO-Y II 

2 2m 
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-yr- HOE 79/F 208 

R- (0-CH 2 -CH 2 ) m -0-CO-NH-(CH 2 ) n -NCO III 

in der R, X, m und n die obengenannte Bedeutung haben und 
Y Chlor, eine Aktivestergruppe oder Azid darstellt und die 
tert.-Butyloxycarbonyl- bzw. Hethylsulf onylethyloxycar- 
bonyl-gruppen durch' Behandeln mit Saure bzw. Lauge ab- 
spaltet. 

Mittel r enthaltend ein Insulinderivat gem&B Anspruch 1 
in wSBriger Dispersion. 

Verfahren zur Behandlung des Diabetes mellitus, gekenn- 
zeichnet durch die parenterale Verabreichung eines Mittels 
gemSfi Anspruch 5. . , _ 
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HOECHST * AKTIENGESELLSCHAFT HOE 79/F 208 Dr. Li/Pa 

Neue Insulinderivate und Verfahren zu ihrer Herstellung 

5 Polyethylenglycol (PEG) wird haufig covalent mit Proteinen 
verbunden, urn deren Hydrophilie zu steigern und die Anti- 
genitSt zu verringern. 

f 1 

So ist in Arch. Biochem. Bibphys die Reaktion von 2-chlor- 
10 4 -hydroxy- 6 -PEG mit einem Pollen-Allergen beschrieben. 

In der niederl'andischen Patentanmeldung 7409770 wird iiber 
den Umsatz derselben Verbindung mit mehreren Ei^zymen und mit 
Insulin berichtfet. Das resultierende Konjugat besitzt noch 
'15 50 % Insulinaktiviytat, bezogen auf den Anteil des zu Grunde 
liegenden Insulins. 1 

Folgt man dem Beispiel 10 der niederlSndischen Patentan- 
meldung, so erhalt man kein einheitliches Produkt. Ein. Teil 

20 des Insulins ist an alien 3 Aminogruppen umgesetzt, ein Teil 
nur an zwei oder einer Aminogruppe. Einf ahnliches Ergebnis 
erhSlt man, wenn man einen aktivierte^i Bernsteinsaure-mono- 
PEG-ester, der ebenfalls in der gena^inten Anmeldung vorge- 
schlagen wird, mit Insulin iumsetzt . 

25 " 1 

Uber die Struktur der entstandenen Verbindungen erhalt man x 
durch einen Edman-Abbau Auskunft. Priift man die Aminosaure- 
zusammensetzung des Reaktionsprodukts (3 Phenylalaninreste) 
vor und nach Edman-Abbau, so stellt man fest, daB der Phenyl- 

30 alaningehalt von 3.0 auf etwa 2.5 zurttckgegangen ist, 

Andererseits betragt der durch saure Elektrophorese er- 
mittelte Gehalt an dreifach substituiertem Insulin etwa 50 %. 
Das bedeutet, daB die Aminogruppe des B1-Phenylalanins in 
mono- und disubstituierten Insulinen frei sein muB. Es sind 
also neben dem trisubstituierten Insulin Derivate entstanden, 
bei denen die Aminogruppen in A1 und B29 in diesen beiden 
Positionen gleichzeitig substituiert sind. Ein nur in B1- 
substituiertes Insulin liegt nicht vor. Dieser Befund deckt 

030067/0395 
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sich mit der aus Hcppe-Seyler' s Z. physiol. Chem. 352 (1971), 
s 1487 bekannten ReaktivitSt des Insulins, wonach in alka- 
lischer Losung bevorzugt die Aminogruppen in A1 und B29 
reagieren, wahrend die Aminogruppe in B1 nur in den tri- 
substituierten Derivaten in substituierter Form vorliegt. 

Es wurde nun uberraschend gefunden, daB man ein 100% wirk- 
sames PEG-substituiertes Insulin erhalt, wenn man ein 
PEG-Derivat gezielt mit der Aminogruppe von B1-Phenylalanin 
umsetzt. Dieses Ergebnis i.t deshalb Uberraschend, wexl 
z.B. B1-Stearoylinsulin in vivo (Blutzuckersenkung am 
Kaninchen) wirkungslos ist. 

Gegenstand der Erfindung sind somit insulinderivate, welche 
dadurch geknnzeichnet sind, daB in ihnen die * -Aminogruppe 
der B-Kette des Insulins iiber ein Zwischenglied mit einem 
Monoalkylpolyethylenglycol verkniipft ist. 

Besonders bevorzugt sind Derivate der allgemeinen Formel I 



A-Kette 



S 
I 

S 



s 
I 

s 



R-(CKH 2 CH 2 ^-X-<a 



B-Kette 



in der R Alkyl mit 1 bis 4 C-Atomen und X 



- 0 - 

- 0 - CH 2 - 



oder 



- 0 - CO - (CH 2 ) n " 

- 0 - CO - NH - (CH 2 ) n - NH - 

bedeutet, wobei n 2 bis 8 und m 10 bis etwa 120 ist. 

Gegenstand der Erfindung ist feme r ein Verfahren zur Her- 
stellung von Insulinderivaten, das dadurch gekennzeichnet 
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1st, daB man ein in den Positionen N^ A1 und N^ B29 mit 
Schutzgruppen versehenes Insulin mit einem Alkylpolyethy- 
lenglycol-Derivat umsetzt und danach die Schutzgruppen 
abspaltet. 

5 

So kann zur Herstellung von Insulinderivaten der allge- 

aL A1 f R?Q * 
meinen Formel I N , N - Bis tert. butyl oxycarbo- 

-a A1 • B29 

nyl-Insulin oder N , N' -Fds-methylsulf onylethyl- 
pxycarbonyl-Insulin mit einem Alkylpolyethylenglycol- 
10 derivat der allgemeinen Formel II bzw. Ill umgesetzt 

R"(0-CH 0 -CH o ) m - X-CO-Y II 



15 



R-(0-CH 0 -CH o ) -0-C0-NH-(CH o ) -NCO III 



in der R, X, m und n die obengenannte Bedeutung haben und 
Y Chlor, eine Aktivestergruppe oder Azid darstellt, und 
die tert.-Butyloxycarbonyl-bzw. Methylsulf onylethyloxy- 
carbonyl-gruppen durch Behandeln mit SSure bzw. Lauge abge- 
20 spalten werden- 

An sich kann Monoalkyl-PEG iiber jeden beliebigen nieder- 
molekularen Rest als Zwischenglied mit derjU-Aminogruppe 
der B-Kette des Insulins verbunden sein, der die freie 
25 OH-Gruppe des Polyethylenglycols mit der Aminogruppe K 
kovalent verknttpft. Der Charakter des Zwischengliedes 
beeinflufit die Eigenschaf ten der erf indungsgemSBen Insulin- 
derivate kaum. 



30 So lassen sich neben den oben bereits genannten Zwischen- 

gliedern mit den allgemein bekannten Methoden der organi- 

schen Chemie, speziell der Peptidchemie, ftfr -X- auch 

Zwischenglieder wie 
R 

35 -O-Co-(CH) -NH- 

n 

?• r 

-0-C0- (CH) n ~NH- (CH) n - 
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R R 

-O-CO- (CH) -NII-CO-NH- (CH) - oder 
n n 

R R n 

-O-CO-(CH) "CH--S -(CH-)- --CH- 
n 2 Z 2 1-2 

einfUhren. In diesen Formeln bedeutet z 1 oder 2. 

Man kann auch anstelle der Esterbindung eine Amidbindung 
zum R-(0-CH 2 »CH 2 ) m - herstellen, indem man gemSB der 
niederlandischen Patentanmeldung 7409770 von dem ent- 

sprechenden R- (°" CH 2 " CH 2 , m" NH 2 aus 9 eht - Uber eine ent " 
sprechende Halogenverbindung k6nnen mit Mercapto-Ver- 
bindungen auch Zwischenglieder der Struktur 

-S-CH 9 -(CH) - 
2 , p 

R' 

erhalten werden. In dieser Formel ist p eine ganze Zahl 
zwischen 1 und 8 und R' Wasserstoff oder Alkyl mit 1 bis 4 
Kohlenstof fatomen. Wenn p = 1 ist, kann R' auch die 
Seitenkette einer naturlich vorkommenden - Aminos Sure, . in 
der L-, D- oder DL-Form sein oder Acylamino bedeuten. 

Auch heterocyclische Systeme, wie das bekannte 4-Hydroxy- 
1 ,3, 5-triazin konnen als Zwischenglied dienen, wobei bei 
der genannten Verbindung die Vernetzungsstellen in 2- und 
6-Position sind. 

Ein Alkylpolyethylen-glycol-derivat der Formel III kann 

man erhalten durch Umsatz von R- (0-CH--CH-) -OH mit Hexa- 

• 2 2m 

methylendiisocyanat. R- (0-CH o -CH o ) -0-C0-CH o -CH~-C0-0NSu 

2 2m 22 

(ONSu ist N-Hydroxy-succinimidyl) wird aus R- (0-CH 2 -CH 2 ) m ~0H 

mit BernsteinsSureanhydrid und anschlieBenden Umsatz mit 

Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und N-Hydroxysuccinimid (HONSu) 

hergestellt. R- (0-CH 2 -CH 2 ) m -0-CH 2 -C0-N 3 erhSlt man aus 

R-(0-CH 2 -CH 2 ) m -0H und ChloressigsMure-methylester , Umsetzung . 

des Reaktipnsprodukts mit Hydrazin und Uberf tthren des 

Hydrazids in das Azid. R- (0-CH o -CH.J -0-C0-C1 erhSlt man 

22m 

aus R-{0-CH 2 -CH 2 ) m -0H mit (iberschilssigem Phosgen. 
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Mit tert. Butyloxycarbonyl (Boc) Oder Methylsulfonyl- 
ethyloxycarbonyl (Msc) partiell geschutzte Insulinderivate 
sind aus Hoppe-Seyler' s Z. physiol. Chem. 352 (1971), 
S. 1487 und Chem. Ber. T08 (1975), S. 2758 bekannt . 

.Die Umsetzung der Alkylpolyethylen-glycol-derivate der all- 
gemeinen Forme In II und III mit den partiell' geschiitzten 
insulinderivaten kann man in Losungsmitteln wie Direthyiforro- 
aniid Oder Dimethylsulf oxid vornehmen. Auch Pyridin ist geeignet. 

Zusatz einer tert. Base wie TriSthylamin oder N-Methyl- 
morpholin ist empf ehlenswert . 

Die Reaktion wird bevorzugt bei Raumtemperatur ablaufen 
gelassen, jedoch kann leichtes Erwarmen auf eine Temperatur 
unterhalb der Denaturierungs temperatur des Peptids f3rder- 
lich sein- 

Die Umsetzung wird solange fortgesetzt, bis eine vollstan- 
dige Acylierung eingetreten ist. Das laBt sich beispiels- 
weise mit Hilfe einer papierelektrophoretischen Priifunj 
nach Hoppe-Seyler' s Z. physiol. Chem. 352 (1971), S. 1487 
feststellen. 

Zur Abspaltung der Schutzgruppen dienen die in der Peptid- 
chemie bekannten Verfahren. 

So kann zur Abspaltung von Boc-Gruppen in einem geeigneten 
Mittel, zum Beispiel in Trif luoressigsaure geldst und nach 
etwa 45 Minuten das Insulinderivat, z.B. mit Ether, aus- 
gef&llt werden. 

Die Msc-Gruppe kann nach Chem. Ber. 108 (1975), S. 2758 
durch kurzes Aufbewahren der Verbindung in alkalischera 
Dimethylformamid-Methanol-Wasser abgespalten werden. Die 
Verbindung wird danach durch AnsSuern, z.B. mit Essig- 
sSure, und Ausfallen, z.B. mit Ether oder Essigs^ure, 
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isoliert. 

Zur Entsalzung kann sich eine Filtration ttber eine SSule, 
z.B« aus Sephadex * R '-G15 oder Biogel P2 anschlieBen. 
Sephadex ist ein vernetztes Dextran-Gel, Biogel ein ver- 
netztes Polyacrylamid. 

Eine chromatographische Reinigung der Verbindungen kann in 
der noch geschiitzten Form durch Verteilungschromatographie 
analog Hoppe-Seyler 1 s Z. physiol. Chemie 354 (1973), S.1285 
vorgenommen werden. 

Die Reiniqunq der Verbindungen kann auch nach Abspalten der 

(R) 

Schutzgruppen durch Chormatographie , z.B. an Sephadex G-50 
oder Biogel P6 unter gleichzeitiger Entsalzung erfolgen. 

Die neuen Insulinderivate dienen als Arzneimittel zur 
Behandlung des Diabetes Mellitus. DemgemMB ist Gegenstand 
der Erfindung auch ein Mittel, das eine der genannten 
Insulinderivate in waBriger Dispersion enthSlt und die Ver- 
wendung dieses Mittels zur Behandlung des Diabetes Mellitus, 

Ein besonderer Vorzug der erf indungsgemSBen Insulinderivate 
besteht darin, dafl ihre Wirkung auf die Fettzelle stark 
reduziert ist. So zeigt z.B. B1 -Methyl-PEG (1500) -succinoyl- 
insulin bei der Blutzuckersenkung am Kaninchen tlber 100% 
Insulinwirkung, verglichen auf molarer Basis, wahrend im 
Fettzelltest nur 65 % gefunden werden. Die verstSrkte und 
verlSngerte Insulinwirkung der erf indungsgemSBen Verbindungen 
gegenUber natiirlichem Insulin wird besonders im Versuch an 
der adrenalektomierten Streptoratte deutlich. 

Mit den neuen Insulinderivaten hat der Arzt erstmals Ver- 
bindungen in der Hand, die die bekannte anabole Insulinwir- 
kung bevorzugt am Muskelgewebe und weniger am Fettgewebe 
entfalten. Damit ist ein schon lange gesuchter Wirkungssplit 
erreicht. 



030067/0395 



2930542 



DarUber hinaus besitzen die erf indungsgemafien Insullnderivate 
eine stark verminderte Antigenitat. 

Die nachf olgenden Beispiele erlMutem die Herstellung der 
neuen Verbindungen. Als Ausgangsmaterial konnen Insuline 
verschiedener Spezies wie Rind, Schwein oder Mensch dienen. 

Beispiel 1 

Bl-Methyl-PEG ( 1 500) -carbonylamino-hexamethylenaminocarbonyl- 
insulin (Rind) 

a) Monoisocyanat aus Methylpolyathylenglykol (1500) und 
Hexanethylendiisocyanat 

15 g Monomethylpolyathylenglykol (MG 1500) werden in 
200 ml Benzol in der Warme gelost. Die Losung wird mit 
1 ml Dibutylzinnlaurat und 8,6 ml Hexamethylendiisocyanat 

•versetzt und 4 Stunden unter Ruckflufl erhitzt. Nach dem 
Erkalten wird das Produkt durch Zusatz von Petroiather 
gefSllt, der Uberstand dekantiert, der Feststoff in 
Toluol gelost und die Losung erneut mit PetrolSther 
versetzt. Die Fallung wird noch zweimal wiederholt, 
das Produkt wird abgesaugt und im Vakuum getrocknet. 
Ausbeute: 14, 6g; Charakterisierung durch IR^Spektrum .\ 
(1705 cm" 1 Amid; 2260 cm" 1 Isocyanat) • 

b) 200 mg N c% , N -Bis-Boc- insulin vom Rind, herge- 
stellt nach der DPS 2 162 164, werden in 3 ml Dimethyl- 
formamid, das 0.2 ml N-Ethylmorpholin enthalt, mit 400 mg 
der oben hergestellten Verbindung 18 Stunden bei Raum- 
temperatur geriihrt. Man fallt mit Ether einen Nieder- 
schlag aus und wMscht ihn mit Ether und Essigester. 
Ausbeute nach dem Trocknen im Vak. 278 mg. Da das Pro- 
dukt elektrophcretisch hinreichend einheitlich ist, 
kann auf eine chromatographische Reinigung verzichtet 
werden. 
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Zur Abspaltung der Schutzgruppen lost man das Produkt in 
2 ml TrifluoressigsMure und fSllt nach 4 5 Minuten Stehen 
bei Raumtemperatur. mit Ether 243 mg Reaktionsprodukt aus. 
Nach LSsen des Prazipitats in 2 ml 0,1 M Ammonacetat/ 
5 0/1 N Essigsaure wird die Losung uber eine SSule Sephadex 
G-50 superfein 1 x 50 cm mit 0,1 M Ammonacetat/0, 1 N 
EssigsSure chromatographies. Ausbeute: 218 mg. 

Die Verbindung ist in der Papierelektrophorese bei pH 2 
10 einheitlich und verhSlt sich erwartungsgemaB wie ein 
monoacyliertes Insulin. 

Beispiel 2 

15 B1-Methyl-PEG ( 500) -succinoyl-insulin (Schwein) 

a) Bernsteinsaure-mono-methylpolyathylenglykolester (500) 

15 g Mono-methylpolyathylenglykol (500) werden in 40 ml 
Methylenchlorid gel6st, 5 g BernsteinsSureanhydrid 
zugesetzt und uber Nacht bei Raumtemperatur gerxihrt. 

20 Danach wird das Reaktionsgemisch noch 1 Stunde am RJck- 
fluB gekocht. Nach Erkalten wird das LGsungsmittel im 
Vakuum entfernt und der Rtickstand in 5 g-Portionen 
in Methanol gelost und Uber Sephadex LH 20 in Methanol 
chromatographiert. Die Substanz wird im DUnnschicht- 

25 chromatographie - System Methylenchlorid/DiSthylen- 

glykolmonomethylather/Pyridin (85:15:2 v/v) auf Reinheit 
tiberprttft. IR-Spektrum: 1740 cm" 1 . 

b) Bernsteinsaure-mono-methylpolyMthylenglykolester ( 500) - 
30 mono-N-hydroKys.uccinimideste r 

1,8 g (3 mmol) Bernsteins£iire-mono-methylpolySttiylen- 
glykolester (500) werden in 20 ml Tetrahydrofuran ge- 
16st und der Losung 345 mg (3 mmol) N-Hydroxysuccinimid 
35 und 620 mg DCC zugefugt. Die Mischung wird 24 Stunden 

bei Raumtemperatur geruhrt und danach vom ausgef allenen 
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Niederschlag befreit. Sodann wird das LSsungsmittel im 
Vakuum entfernt, das zuriickbleibende 01 mit Xther Uber- 
schichtet und zur Kristallisation auf - 20°C abgekiihlt. 
Der Uberstand wird abdekantiert und der kristalline RUck- 
5 stand auf Raumtemperatui erwMrmt, wobei die Kristalle 

wieder zerflieBen. Diese Kristallisation wird wiederholt. 
Die Substanz kann unter trockenem Xther aufbewahrt werden. 
Ausbeute: 1,6 g. - Charakterisierung durch IR-Spektrum 
(1820, 1890, 1740 cm* 1 ) . 

10 

C ) Bl-Methyl-PEG (500) -succionyl-insulin (Schwein) 

3,0 g N^ A1 ", N ^ B29 -Bis-Msc-insulin vom Schwein, herge- 
stellt nach Chem. Ber. 108 (1975), S. 2758, werden in 
15 40 ml Dimethylformamid und 0,09 ml N-Ethylmorpholin gelSst. 
Man gibt 1.0 g Methyl-PEG (500) -succionyl-ONSu zu und 
rUhrt uber Nacht bei Raumtemperatur . 

Zur Aufarbeitung versetzt man mit 0,1 ml EssigsSure, fSllt 
das Reaktionsprodukt mit Ether und wMscht mit Methylchlorid 

20 und Ether, Ausbeute: 4,0 g. 

Die Feinigung erfolgt durch Verteilungschromatographie 
analog Hoppe Seyler's Z. physiol. Chem. 354 (1973), 
S. 1285 in einer Saule 200 x 6 cm. Die Insulinkonzen- 
tration im Eluat wi7d liber Messung der UV-Extinktion bei 

25 254 nm verfolgt. Die Fraktionen des Hauptpeaks, die chroma- 
tographisch einheitlich sind (Dunnschichtchromatographie 
aus Kieselgel. Laufmittel Chlorof orm/Methanol/Wassser/Eis- 
essig (60: 45 : 1 4 : 3) Jwerden zusammengef afit . Ausbeute: 2.1 g. 

30 Zur Abspaltung der Msc-Schutzgruppen 18st man die vom 

Losungsmittel befreite Substanz in 10 ml Dimethylformamid 
und versetzt bei 0°C unter RUhren mit 10 ml Methanol und 
20 ml 1 N NaOH. Nach 45 sek. gibt man 20 ml 1 N Essig- 
sSure zu und fMllt mit Essigester/Ether (1:1) 2.0 g Insulin- 

35 derivat aus, das analog Beispiel 2 durch Gelf iltration ent- 
salzt wird. Ausbeute: 1.85 g. 
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Beispiel 3 

Bl-Methyl-PEG (1500) -succinoyl-insul in (Schweln) 

•* 

«0jA1 f B29 

3.5 g , N 1 -Bis-Boc-insulin (Schwein) werden in 

5 einer LGsung von 40 ml Dimethylf ormamid und 0.09 ail N- 
Ethylmorpholin mit 8.0 g Methyl-PEG ( 1 500) -succinoyl-ONSu, 
hergestellt analog Beispiel 2, iiber Nacht bei Raumtemperatur 
gerdhrt. 

Zur Aufarbeitung versetzt man mit 0.1 ml EssigsSure, fSllt 
1° das Reaktionsprodukt mit Ether und wSscht es mit Methylen- 
chlorid und Ether. Ausbeute: 4.5 g. Die Reinigung durch 
Verteilungschromatographie wird analog Beispiel 2 ausge- 
ftlhrt. Ausbeute: 2.8 g. 

Man spaltet wie bei Beispiel 1 die Schutzgruppen ab und 
15 entsalzt wie bei Beispiel 2 angegeben. Ausbeute: 2.5 g. 

Die Reinheit der Verbindung in der Polyacrylamidgel-Elektro- 
phorese entspricht der von chromatographisch gereinigtem 
Insulin. 
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